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‹neklerde Östrus Siklusu Süresince Geliflen Steroidojenik ve
Non-steroidojenik Luteal Hücrelerin Büyüklük Da¤›l›mlar›nda
Meydana Gelen De¤ifliklikler*
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Özet: Bu çal›flma, steroidojenik ve steroidojenik olmayan luteal hücrelerin büyüklüklerinde östrus siklusu süresince meydana gelen
de¤iflimleri tespit etmek amac›yla yap›ld›. Araflt›rmada materyal olarak östrus siklusunun de¤iflik dönemlerinde bulunan ineklerden
elde edilen 12 korpus luteum kullan›ld›.
Kendi aralar›nda s›n›fland›r›lan korpus luteumlar enzimler yard›m›yla hücrelere ayr›flt›r›ld›. Bu hücreler 3β-hydroxysteroit,
dehydrogenase (3β-HSD) aktivitesine ba¤l› olarak boyand›ktan sonra, 3β-HSD pozitif (steroidojenik) ve negatif (non-steroidojenik)
hücrelerin çaplar› mikrometre yard›m›yla ölçüldü. 3β-HSD aktivitesi bak›m›ndan negatif olan çok küçük hücreler (<10 µm) fibroblast,
kan ve endotelyal hücre olarak, çaplar› 10 ile 40 µm aras›nda de¤iflen hücreler ise luteal hücre olarak kabul edildi. 10 µm’den daha
küçük çapa sahip steroidojenik hücreye hiç rastlanmazken, 25 µm’den daha fazla çapa sahip hücrelere de oldukça az rastland›. Östrus
siklusunun erken ve geç dönemlerinde bulunan ineklerden elde edilen luteal hücrelerin midluteal dönemde bulunanlardan daha fazla
non-steroidojenik hücre içerdi¤i ve luteal faz›n erken evresinde elde edilen hücrelerin di¤er evrelerde elde edilenlerden daha fazla
küçük luteal hücreye (10-22 µm) sahip oldu¤u belirlendi. Siklusun de¤iflik dönemlerinde, hem 3β-HSD pozitif, hem de negatif
hücrelerin oranlar› aras›nda p<0.001 düzeyinde istatistiksel bir önem bulundu.
Sonuç olarak, hem steroidojenik ve hem de non-steroidojenik luteal hücrelerin büyüklüklerinin korpus luteumun yafl›n›n ilerlemesine
ba¤l› olarak de¤iflti¤i tespit edildi.
Anahtar Sözcükler: ‹nek, östrus siklusu, 3β-HSD, luteal hücre

Changes in the Size Distribution of Steroidogenic and Non-steroidogenic Bovine Luteal Cells
During the Oestrus Cycle
Abstract: The aim of this study was to investigate the size distribution of steroidogenic and non-steroidogenic luteal cells throughout
the oestrus cycle. Twelve corpora lutea collected from different stages of the oestrus cycle were used.
Corpora lutea collected from nonpregnant cows were dissociated into single-cell suspensions by enzyme treatments. Cells were
stained for 3β-hydroxysteroid dehydrogenase (3β-HSD) activity, a marker for steroidogenic cells. The sizes of 3β-HSD positive
(steroidogenic) and negative cells (nonsteroidogenic) were measured with an ocular micrometer. Very small cells (<10 µm) stained
negative for 3β-HSD activity were presumed to be primarily endothelial cells, fibroblast and blood cells. The other cells were
presumed to be luteal cells covering a wide spectrum of size ranging from 10 to 40 µm in diameter. 3β-HSD positive cells smaller
than 10 µm were not observed, and cells larger than 25 µm were rare. The cells obtained from early and late stages of the luteal
phase contained more non-steroidogenic cells than the cells obtained from the mid-luteal phase. However, the cells derived from
early luteal stage contained more small cells (10-22 µm) than the cells obtained from the rest of the cycle. There were significant
differences (p<0.001) in both 3β-HSD positive and 3β-HSD negative cell sizes during the oestrus cycle.
This study indicates that the size distributions of both steroidogenic and non-steroidogenic luteal cells change as the age of the corpus
luteum increases.
Key Words: Bovine, 3β-HSD, luteal cells, oestrus cycle
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‹neklerde Östrus Siklusu Süresince Geliflen Steroidojenik ve Non-steroidojenik Luteal Hücrelerin Büyüklük Da¤›l›mlar›nda Meydana Gelen De¤ifliklikler

Girifl
Difli hayvanlar›n belli fizyolojik ve psikolojik belirtiler
göstererek erke¤i kabul etme durumuna k›zg›nl›k
(östrus) denir. K›zg›nl›k siklusu ise, bir k›zg›nl›¤›n
bafl›ndan onu izleyen ikinci k›zg›nl›¤›n bafl›na kadar olan
süredir. ‹neklerde östrus siklusu ortalama 21 gün sürer.
K›zg›nl›k siklusu klasik olarak dört aflamada incelenir:
östrus, metaöstrus, diöstrus ve proöstrus. Proöstrus ve
östrus folliküler faz›, metaöstrus ve diöstrus ise luteal faz›
oluflturur (1).
Korpus luteum, follikülün kollaps›ndan sonra oluflan,
östrus siklusunun luteal faz› (periyodik korpus luteum) ve
gebelik (gebelik korpus luteumu) süresince progesteron
hormonu salg›layan bir bezdir. Patlayan ovaryum
follikülünün yerinde oluflan korpus luteum, gebelik
oluflmazsa uterustan salg›lanan PGF2α’ n›n luteolitik
etkisiyle siklusun 14-15. gününden sonra gerilemeye
bafllar. E¤er hayvan gebe kal›rsa, periyodik korpus
luteum gebelik korpus luteumuna dönüflerek gebelik
süresince progesteron salg›lamay› sürdürür ve ovaryumda
yeni folliküllerin geliflimini önler. ‹neklerde korpus
luteumun a¤›rl›¤› ve progesteron üretme kapasitesi
siklusun üçüncü ve onikinci günleri aras›nda h›zla
artmakta ve 16. güne kadar sabit kald›ktan sonra h›zla
gerilemeye bafllamaktad›r (2).
Korpus luteum hücreleri büyüklüklerine göre, hormon
üretmeyen hücreler (<12 µm), küçük luteal hücreler (1223 µm) ve büyük luteal hücreler (>23 µm) olmak üzere
üç gruba ayr›lmaktad›rlar (3). Korpus luteum hücrelerinin
yaln›zca %30’u luteal hücre olup, di¤erleri hormon
üretmeyen fibroblastlar, kan ve endotel hücreleridir (4,
5).
Hormon üreten hücreler, üretmeyenlerden 3β-HSD
enzimi aktivitesi ölçülerek ay›rt edilebilir (6). 5-ene-3βhidroksisteroit dehidrojenaz (3β-HSD) enzimi, 5-ene-3βhidroksisteroitlerin, biyolojik olarak aktif olan bütün
steroitlerin (adrenal steroit hormonlar, kortizol,
aldosteron ve östrojen, progesteron, testosteron gibi
gonadal steroit hormonlar) sentezinde esas bir basamak
olan 4-ene-3-ketosteroitlere dönüflümünü katalize eder.
Bu nedenle 3β-HSD aktivitesine sahip olanlar
steroidojenik (3β-HSD pozitif), di¤erleri ise nonsteroidojenik (3β-HSD negatif) olarak adland›r›l›rlar (7).
Progesteron sekresyonu LH’ya verilen steroidojenik
yan›t›n bir sonucudur (8). Schwall ve ark. (9) büyük luteal
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hücrelerin küçük luteal hücreden daha fazla progesteron
hormonu ürettiklerini, korpus luteumun gelifliminin
de¤iflik evrelerinde farkl› miktarda hormon üretti¤ini ve
korpus luteumu oluflturan hücrelerin luteal faz boyunca
bir de¤iflim içinde oldu¤unu bildirmektedirler. Koyunlarda
yap›lan bu araflt›rmada, östrus siklusunun 4, 8, 12 ve 16.
günlerinde korpus luteumlardan elde edilen hücre
süspansiyonlar›nda steroidojenik luteal hücrelerin çaplar›
ölçülmüfl ve çap ortalamalar› s›ras›yla 11.2, 12.8, 14.6 ve
16.8 µm olarak bildirilmifltir. Steroidojenik hücrelerin
say›s›n›n siklusun 8. gününde 4. gününe oranla üç misli
art›¤› ve 16. gününde ise 8. gününe oranla yar› yar›ya
azalm›fl oldu¤u da bulgular aras›ndad›r. Büyük luteal
hücrelerin küçük luteal hücrelere oran›n›n 4. günde 0.11,
8. günde 0.25, 12. günde 0.4, 16. günde ise 0.67 oldu¤u
tespit edilmifltir. 4. ve 12. günler aras›ndaki steroidojenik
yan›ttaki art›fl›n hücrelerin boyutlar›ndaki art›fla, 12. ve
16. günler aras›ndaki art›fl›n ise küçük luteal hücrelerin
kayb›na ba¤l› olabilece¤i öne sürülmüfltür.
Grazul-Bilska ve ark.(10) koyunlarda, Alila ve
Hansel(11) ise ineklerde yapt›klar› araflt›rmalarda, siklik
korpus luteumlar›n steroidojenik aktivitelerinin küçük
luteal hücreler taraf›ndan kontrol edildi¤ini, ancak büyük
luteal hücrelerin küçük olanlardan daha fazla progesteron
salg›lad›¤›n› bildirmektedirler. Ayr›ca steroidojenik luteal
hücrelerin çap ve say›lar›n›n korpus luteumun büyümesi
ve geliflmesi süresince birkaç misli artt›¤› (9, 11, 12) ve
korpus luteumun yafl›n›n ilerlemesiyle küçük luteal
hücrelerin büyük luteal hücrelere dönüfltü¤ü de bildirimler
aras›ndad›r (8, 13, 14, 15).
O’Shea ve ark.(16) koyunlarda, büyük luteal
hücrelerin küçük luteal hücrelere oran›n› östrusun 8.
gününde 0.25, 12.gününde 0.4, Rodgers ve ark.(5) ise
midluteal dönemdeki(10. günde) koyunlarda bu oran› 0.2
olarak tespit etmifllerdir.
Maymun korpus luteumunda midluteal fazdaki küçük,
orta ve büyük steroidojenik hücrelerin birbirine oran›,
2.6:1:1.4 olarak bildirilmifltir (17).
‹neklerde steroidojenik ve non-steroidojenik luteal
hücrelerin büyüklüklerinde östrus siklusu süresince nas›l
bir de¤iflimin meydana geldi¤i konusunda sahip olunan
bilgilerin oldukça s›n›rl› olmas› nedeniyle yap›lm›fl olan bu
araflt›rmada, ineklerde steroidojenik ve non-steroidojenik
luteal hücrelerin büyüklüklerinde östrus siklusu süresince
meydana gelen de¤iflimleri belirlemek amaçlanm›flt›r.
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Materyal ve Metot
Araflt›rmada kullan›lan korpus luteumlar mezbahada
kesilen inek ovaryumlar› aras›ndan seçildi. Toplanan
korpus luteumlar, iç ve d›fl görünüfl, follikül çap›, korpus
luteum çap› ve vaskülarizasyonu gibi kriterler esas
al›narak Ireland ve ark(18)’n›n bildirimlerine göre 1-4, 510, 11-17 ve 18-20 günlük olmak üzere dört gruba
ayr›ld›. Her dönemden üçer adet korpus luteum elde
edilerek ay› ayr› iflleme tabi tutuldu ve sonuçlar›n
ortalamas› al›nd›.

Elde edilen hücre süspansiyonu, Bao ve ark.(6)’n›n
metodu esas al›narak boyand›. Bu ifllem için %20 lik
paraformaldehit ile fikse edilen hücre süspansiyonu daha
sonra %0.1’ lik PBS (Phosphate Buffer Solution, pH 7.4)
ile üç kez y›kand› ve %0.1 BSA, 1.5 mM NAD, 0.25 mM
nitro blue tetrazolium ve 8 mM’l›k etanolde haz›rlanan %
0.2 mM 5β-androstene-3β-ol-17 one’dan oluflan
solüsyon ile kar›flt›r›larak 37ºC’lik çalkalamal› su
banyosunda, karanl›k ortamda gece boyunca inkubasyona
b›rak›ld›. Elde edilen hücre süspansiyonunda 3β-HSD
enziminin aktivitesine ba¤l› olarak boyanan (3β-HSD
pozitif, steroidojenik olarak aktif) ve boyanmayan (3βHSD negatif, steroidojenik olarak inaktif) 1000 adet
luteal hücrenin çap› Olympus B 202 mikroskopta oküler
mikrometre yard›m›yla ölçüldü.
‹statistik hesaplamalar› SPSS 6.1 bilgisayar
program›nda One-Way ANOVA ve Duncan testi ile,
standart sapmalar›n hesab› ve tablolar›n çizimi ise Origin
4.1 grafik program› kullan›larak yap›ld›.

Bulgular
Ireland ve ark.(18)’n›n kriterlerine göre dört döneme
ayr›lan korpus luteum dokusundan elde edilen luteal
hücrelerin çaplar› ve çaplar›na göre oluflturduklar›
da¤›l›mlar›n yüzdeleri fiekil 1, 2, 3 ve 4’te verilmifltir.
fiekil 1 östrusun erken dönemine, fiekil 4 geç dönemine,
2 ve 3’te midluteal döneme ait korpus luteumlardan elde
edilen de¤erlere ait grafikleri göstermektedir. Bu flekiller
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Mezbahadan al›nan korpus luteumlar so¤uk flartlarda
muhafaza edilerek laboratuvara getirildi ve dönemlerine
ayr›ld›ktan sonra O’Shaughnessy ve Wathes(19)’in
metoduna göre luteal hücreler elde edildi. Kullan›lan
bütün kimyasal malzemeler Sigma’dan sat›n al›nd›.
Öncelikle hücre ile de¤ide bulunacak bütün cam
malzemeler Sigma cote ile silikonland› ve kullan›lan bütün
malzemeler sterilize edildi. Ovaryumlar önce %70’lik
alkol, sonra da Dulbecco’ s modified eagle’ s ve HAM’s/F12 nutrient’in bire bir kar›fl›m› olan medyumla
y›kand›ktan sonra, korpus luteum kapsulas›ndan ayr›larak
steril bir petri kutusuna koyulduktan sonra keskin bir jilet
yard›m›yla çok küçük parçalara ayr›ld›. Parçalanan
korpus luteum dokusu süzülerek bir erlene aktar›ld› ve
üzerine %0.2 kollojenaz, %0.05 DNase , %0.5 BSA, 15
mM HEPES, penisilin (100 IU/ml) ve streptomisin (100
µg/ml) içeren %95 O2 ile doyurulmufl medyumdan 5 ml
ilave edildi. Medyum ile kar›flan doku parçalar› daha sonra
37ºC’ lik çalkalamal› su banyosunda (Memmert WB 22)
bir saat süreyle inkübasyona b›rak›ld› ve bu ifllem üç kez
tekrar edildi. Her inkübasyon sonunda süpernatant bir

tüpte topland›. Sonuçta elde edilen miktar süzülerek
parçalanmam›fl dokulardan ayr›ld›.
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Östrus siklusunun 1-4 günlerinde bulunan ineklerden elde
edilen 3β-HSD-pozitif ve negatif luteal hücrelerin
büyüklüklerine göre da¤›l›m›.
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Östrus siklusunun 5-10 günlerinde bulunan ineklerden elde
edilen 3β-HSD-pozitif ve negatif luteal hücrelerin
büyüklüklerine göre da¤›l›m›.
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Östrus siklusunun 11-17 günlerinde bulunan ineklerden
elde edilen 3β-HSD-pozitif ve negatif luteal hücrelerin
büyüklüklerine göre da¤›l›m›.

incelenecek olursa, luteal hücre çaplar›n›n 10 ile 40 µm
aras›nda de¤iflti¤i, en küçük steroidojenik hücreye (10
µm) 1-4 günlük korpus luteumdan elde edilen
süspansiyonlarda rastland›¤› görülmektedir (fiekil 1).
Ayr›ca östrus siklusunun erken ve geç dönemlerinde
bulunan ineklerden elde edilen luteal hücrelerin (fiekil 1 ve
4) midluteal dönemde bulunanlardan (fiekil 2 ve 3) daha
fazla non-steroidojenik hücre içerdi¤i (Tablo 1), luteal
faz›n erken evresinde elde edilen hücrelerde (fiekil 1) ise
di¤er evrelerden daha fazla küçük luteal hücre (10-22
µm) bulundu¤u da belirlenmifltir. Luteal faz›n erken
evresinde küçük luteal hücreler, toplam›n %98’ini
olufltururken, bu oran luteal faz›n son evresinde %86’ya
kadar gerilemifltir. 10 µm’den daha küçük çapl›
steroidojenik hücreye hiç rastlanmazken 25 µm’den daha
fazla çapa sahip hücrelere ise oldukça az rastlanm›flt›r.
Steroidojenik ve non-steroidojenik küçük ve büyük
luteal hücrelerin foto¤raflar› da fiekil 5’te verilmifltir.
Steroidojenik hücreler koyu, non-steroidojenik olanlar ise
aç›k renkli olarak görülmektedir.

Tart›flma
Araflt›rmada, 3β-HSD pozitif ve negatif hücrelerin
büyüklük bak›m›ndan gösterdikleri da¤›l›m›n östrus
siklusu boyunca korpus luteumun yafl›na paralel olarak
sürekli de¤iflim gösterdi¤i tespit edilmifltir. En küçük
steroidojenik hücre çap› 1-4 günlük korpus luteumlardan
elde edilen hücre süspansiyonlar›nda 10 µm iken (fiekil 1),
5-20 günlük korpus luteumlardan elde edilen hücre
süspansiyonlar›nda ise 12 µm olarak bulunmufltur (fiekil
2-4). Yine 1-4 günlük korpus luteumlardan elde edilen
548
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Östrus siklusunun 18-20 günlerinde bulunan ineklerden
elde edilen 3β-HSD-pozitif ve negatif luteal hücrelerin
büyüklüklerine göre da¤›l›m›.

hücre süspansiyonunda steroidojenik hücreler toplam›n›n
%2’sini büyük luteal hücreler oluflturur iken bu oran 1820 günlük korpus luteumlarda %12’ye kadar ulaflm›flt›r.
Bütün bu sonuçlar, korpus luteumun yafl›na ba¤l› olarak
onu oluflturan hücrelerin çap›nda da bir art›fl›n oldu¤una
iflaret etmektedir.
Baz› araflt›rmac›lar (8, 13) büyük luteal hücrelerin
küçük luteal hücrelerin de¤iflime u¤ram›fl flekilleri
oldu¤unu, korpus luteumun yafl›n›n ilerlemesiyle birlikte
granülosa kökenli hücrelerdeki mitotik aktivitenin son
buldu¤unu, oysa küçük luteal hücrelerde bölünmenin
devam etti¤ini bildirmifllerdir. Alila ve Hansel (11) ise
küçük luteal hücrelerin östrus siklusunun alt›nc› gününe
kadar tekal kökenli, büyük luteal hücrelerin granülosa
kökenli olduklar›, alt›nc› günden sonra da büyük luteal
hücrelerin tekal kökenli olduklar›n›, muhtemelen bu
hücrelerin küçük luteal hücrelerden köken ald›klar›n›
bildirmifllerdir. Farkl› araflt›rmac›lar›n (11, 14, 15)
bulgular›nda da, büyük luteal hücrelerin granülosa, küçük
luteal hücrelerin tekal kökenli olduklar›, steroidojenik
luteal hücrelerin say›s› ve çaplar›n›n korpus luteumun
büyümesi ve geliflmesi süresince birkaç misli artt›¤› ve
küçük luteal hücrenin korpus luteumun yafl›n›n
büyümesiyle büyük luteal hücrelere dönüfltü¤ü
bildirilmektedir. Araflt›rma da tespit edilen luteal
hücrelerin gösterdi¤i de¤iflim bu nedenlere ba¤lanabilir.
Tablo 1’de de görüldü¤ü gibi 1. dönemden 3. döneme
do¤ru 3β-HSD pozitif hücrelerin say›s› artmakta, 4.
dönemde ise düflmektedir. 3β-HSD negatif hücreler ise
bunun tersine 3. döneme do¤ru azalmakta, 4. dönemde
ise artmaktad›r. ‹statistiki aç›dan 3β-HSD pozitif ve
negatif hücrelerin kendi aralar›nda p<0.001 düzeyinde

A. Y‹⁄‹T, fi. ARIKAN

fiekil 5.

Tablo 1.

Östrus siklusu süresince 3β-HSD-pozitif ve negatif
hücrelerin yüzde da¤›l›m›.

Korpus luteum
dönemi(gün)

3β-HSD-pozitif
hücreler %
x±Sx

3β-HSD-negatif
hücreler %
x±Sx

I (1-4 gün)
II (5-10 gün)
II (11-17 gün)
IV(18-20 gün)
F

46.46±3.8b
57.05±6.7c
65.72±2.1d
32.46±2.5a
36.966***

53.54±3.2c
42.95±4.2b
34.28±1.4a
67.54±3.5d
86.970***

Ayn› sütundaki de¤erler aras›ndaki fark önemlidir ***p<0.001

bir fark gözlemlenmifltir. Bu bulgular, steroidojenik
aktiviteye sahip hücrelerin östrus siklusunun ilk üç
döneminde artt›¤›n›, son dönemde ise azald›¤›n›
göstermektedir. Ayn› zamanda siklusun 17. gününe kadar
büyük luteal hücrelerin çaplar›n›n ve say›s›n›n giderek
artt›¤›, siklusun sonuna do¤ru ise azald›¤› görülmektedir.
Farin ve ark. (12) koyunlarda yapt›klar› araflt›rmada,
korpus luteumun yafl›na parelel olarak luteal hücrelerin
hem say› hem de çaplar›nda art›fl gözlemlemifller, küçük
luteal hücrelerin say›s›nda ve büyük luteal hücrelerin
çaplar›nda art›fl oldu¤unu, bunun da küçük luteal
hücrelerin büyük luteal hücrelere dönüflümünden
kaynakland›¤›n› belirtmifllerdir. Korpus luteumun
geliflmesiyle birlikte hücre çap›nda görülen bu genel
büyümenin luteinizasyona cevap olarak geliflen LH

3β-HSD pozitif ve negatif büyük ve
küçük luteal hücreler(x400).
BL: Büyük luteal hücre, KL: Küçük
luteal hücre, P: 3β-HSD pozitif
hücre, N: 3β-HSD negatif hücre

art›fl›n›n bir sonucu olabilece¤i ileri sürülmüfltür (20).
Büyük luteal hücrelerin say›s›n›n korpus luteumun yafl› ile
orant›l› oldu¤u da bildirimler aras›ndad›r (12). Donaldson
ve ark.(13)’da yapt›klar› benzer bir araflt›rmada ayn›
yönde bildirimlerde bulunarak, büyük luteal hücrelerin
say›s›n›n art›fl›n›n, küçük luteal hücrelerin büyük luteal
hücrelere dönüflümü ile ilgili oldu¤unu ileri sürmüfllerdir.
Di¤er baz› araflt›rmac›lar›n (12, 13) bulgular› da yukar›da
bildirilen araflt›rma bulgular›yla parallelik göstermektedir.
Sunulan araflt›rmada elde edilen bulgular›n da yukar›daki
araflt›rma bulgular› ile ayn› yönde oldu¤u
gözlemlenmektedir.
Bütün dönemler incelenecek olursa, 3β-HSD pozitif
hücrelerde en çok 15 µm çapa sahip hücrelerin
görüldü¤ü, 3β-HSD negatif hücrelerde ise en çok görülen
hücre çaplar›n›n 1. ve 2. dönemde 15 µm, 3. ve 4.
dönemde 20 µm oldu¤u gözlemlenmifltir. Bu bulgular
steroidojenik aktiviteye sahip olmayan hücrelerin
çaplar›n›n östrus siklusunun sonuna do¤ru büyüdü¤ünü
göstermektedir.
Yap›lan bu araflt›rma ile, östrus siklusu süresince luteal
hücrelerin büyüklüklerinde görülen de¤ifliklikler ile
steroidojenik ve non-steroidojenik olanlar›n da¤›l›mlar›
incelenmifl; korpus luteumun yafl› ile orant›l› olarak 3βHSD pozitif hücrelerin say›s›n›n artt›¤›, ancak korpus
luteumun yafllanmas› ile birlikte hormon üretmeyen 3βHSD negatif hücrelerin ço¤unlu¤u oluflturdu¤u tespit
edilmifltir.
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